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第 1章 諸言 
 
1.1 二次代謝産物研究の意義 
生物が生産する物質，すなわち天然物には人類が計り知れないほどの構造多様性があ
る．その中でも二次代謝産物と呼ばれる有機化合物は，その名が示す通り，生命の維持
に直接関与しないにも関わらず多種多様で驚くべき生理活性を示す．生物学のなかでも，
全体論志向が強い生態学のような分野では，生物間相互作用の観点から二次代謝産物が
論ぜられることが多い．そのような例として，薬物食性（昆虫の植物アルカロイドの積
極的な摂取）やベイツ型擬態（有毒な種への擬態）など多数の興味深い現象がある．一
方，それだけでなく，生理学を始めとする生命の普遍現象の解明を目指す還元論的分野
においても二次代謝産物は大きな影響を与え続けてきた． 
その中でも最も生理学に貢献した二次代謝産物はフグ毒のテトロドトキシン（図 1-1）
であろう．よく知られているようにテトロドトキシンは真正細菌の産生が出発点となり，
食物連鎖を経ることによってフグを始め，ある種のイモリ，カエル，タコ，カニなどの
体内に蓄積される．1964 年，楢橋らはロブスターの巨大軸索を材料に，電気生理学的
手法によって，テトロドトキシンが電位依存性 Na+チャネルを選択的に阻害することを
発見した（Narahashi et al., 1964）．この発表に遡ること 10 余年，Hodgkin と Huxley
は膜興奮の活動電位に関する卓越した動力学的数理モデル（Hodgkin-Huxley モデル）
を提唱していた．彼らは Na+コンダクタンスと K+コンダクタンスがそれぞれ独立して
いると唱えたが，当時分子レベルでそれを実証することは不可能であった．ところが，
後の楢橋らが発見したテトロドトキシンの毒性機構は，Hodgkin と Huxley が主張した
各イオンチャネルの独立性を強く裏付ける根拠となった．さらに，1970 年代になると
パッチクランプ法が Neher と Sakmann によって開発された．この汎用性に優れるパ
ッチクランプ法の登場によって，あらゆる細胞に対しても膜電位固定が可能となった．
その際，コンダクタンスの同定やイオンチャネルの特徴付けにおいてテトロドトキシン
はあらゆる研究に利用されることになる．今もなお，電位依存性 Na+チャネルの特性把
握において，テトロドトキシンに対する感受性は一つの指標となっている．テトロドト
キシン以外にも，数多の研究を通じて，電位依存性 Na+チャネルに作用する様々な二次
代謝産物が知られるようになった（表 1-1）．それらは，低分子化合物からペプチドま
で様々な構造を有しており，本チャネル研究に大いに貢献してきた． 
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図 1-1. テトロドトキシン 
 
表 1-1. 電位依存性 Na+チャネル作用薬の分類（Anger ら（2001）を改変） 
 
 
一方，二次代謝産物の有する多様な生理活性に人類は多大な恩恵を受けてきた．医薬
分野への応用もその一つであり，よく知られる例としてヤナギの二次代謝産物サリシン
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（図 1-2）およびその分解物サリチル酸（同）がある．ヨーロッパに自生するセイヨウ
シロヤナギ（Salix alba）は解熱鎮痛作用を有することから，古くから民間薬として利
用されてきた．サリシンは人の体内でサリチル酸に分解されて薬効を発揮するが，同時
にサリチル酸は強い胃腸障害をもたらすという副作用もあった．その副作用が低減され
た化合物がサリチル酸から誘導されたアセチルサリチル酸（図 1-2），すなわち，人類
初の合成医薬品アスピリンである．アスピリンは 1899 年にドイツのバイエル社から発
売され，今もなお解熱鎮痛薬として世界中で幅広く使用されている． 
 
図 1-2. サリシン（左），サリチル酸（中央）およびアスピリン（右） 
 
二次代謝産物の示す幅広い生理活性は，医薬だけでなく，農薬や家庭用殺虫剤にも応
用されてきた．また，アスピリンのようにある二次代謝産物をモデルとした農薬も多数
開発されている．Sparks ら（2016）によれば，天然物（農薬における天然物のほとん
どは二次代謝産物である）およびそれらの誘導体は 2014 年の世界の農薬の売り上げの
53%を占めているというから，その影響力の大きさがうかがい知れる．  
二次代謝産物由来の殺虫剤で我々に身近な例として，キク科植物シロバナムシヨケギ
ク（Tanacetum cinerariifolium），いわゆる除虫菊を原料とする蚊取り線香があげられ
る．その主成分は除虫菊の花に含まれるピレトリン（図 1-3）であり，これは酸（菊酸
もしくはピレトリン酸）とアルコール（ピレスロロン）によるエステル構造を有する．
ピレスロイド（ピレトリンとその類縁体の総称）は幅広い昆虫種に対し速やかに殺虫活
性を示す．ピレスロイドの研究は 20 世紀初頭から始まるが，その殺虫特性は害虫防除
において極めて好適なものであったことから，ピレスロイドをモデルとした新規殺虫剤
の創製研究が活発に行われた．その結果，1970 年代以降，多くの合成ピレスロイド（図
1-3）が開発されるに至った．合成ピレスロイドの登場からすでに半世紀以上経った今
も，卓越した速効性と強力な殺虫活性を有するピレスロイドに比肩しうる殺虫剤は数少
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ない．これはリード化合物となったピレトリンが希代の生理活性物質であるという事実
を我々に再認識させることでもある． 
上述したようにその殺虫特性から，家庭用，農業用問わずピレスロイドは現在でも幅
広い分野で使用されている．また，蚊の防除を通じてピレスロイドはマラリア防圧にも
貢献している． 
 
図 1-3. ピレトリンⅠ（左）および合成ピレスロイドの一つエスフェンバレレート（右） 
  
以上のように，二次代謝産物は生物間相互作用の鍵となるばかりではなく，それらが
有する高度に選択的な生理活性が飛躍した結果，基礎生物学と医薬・農薬などの応用研
究が大きく発展することになった．そして言うまでもなく，これまで蓄えてきた学術
的・技術的知見をもってしても，我々が二次代謝産物に頼ることなく生物学を今後さら
に進展させることは不可能であろう．また，2017 年のノーベル化学賞で注目を集めた
クライオ電子顕微鏡は，これまで困難であった膜タンパク質の構造・機能解析を促す技
術として，大きな期待が寄せられている．加えて，ベンチャーや民間企業が主体となっ
て，膜タンパク質合成技術やハイスループット電気生理学的測定技術の開発が進んでい
る．これらの新規技術が組み合わさることによって，二次代謝産物の生理活性に新しい
知見がもたらされるものと期待される． 
 
1.2 生物制御科学としての農薬研究 
農薬は「標的生物の行動や生長を選択的に制御する生理活性物質」と表すことができ
る．旧来の農薬創製研究は害虫学や植物病理学などの応用生物学と有機化学の組み合わ
せが基本であったが，今日では薬理学・分子生物学を基調としたターゲットベーススク
リーニングはもとより，標的タンパク質のホモロジーモデリングや in silico スクリーニ
ングといった計算化学，さらには種々質量分析やクライオ電子顕微鏡といった新規技術
が応用されようとしている．このように，多くの研究分野の集大によって農薬が生み出
 5 
 
されることから，江藤（1987）が言うように，農薬研究は「生物を制御するための総
合科学」とみなすことができる． 
農薬を処理することは野外の生物を人為的に淘汰しているといえる．皮肉なことに，
第二次世界大戦以降多くの農薬が使用された結果，様々な病害虫・雑草が種々農薬に対
して抵抗性を有するようになった．Sparks（2013）によれば，殺虫剤抵抗性を示す昆
虫種は 1950 年代まではせいぜい数十であったのが，1970 年代には 200 を越え，2000
年代には 500 を越えるに至ったという．抵抗性問題を回避するため，天敵生物の利用
や物理的な防除，耐虫性品種の利用など，農薬に頼らない防除方法も多く開発されるよ
うになったが，効力や省力化，コストという点で農薬を完全に代替する技術は未だ開発
されていない．そのため，抵抗性種にも効果を示す新規農薬の需要は依然として高く，
各農薬企業もそのような化合物の探索に注力している．しかし，ここでもまた皮肉なこ
とに，各企業が農薬探索を進めるにつれて新規化合物の発見が困難になっているのも事
実である．Sparks によれば，2010 年の統計で，ひとつの農薬を見つけ出すのに 13 万
化合物のスクリーニングがなされ，また，その発見された農薬の開発コストは 2.4 億ド
ルを上回ったという．それらは 1980 年代の統計と比較して，それぞれ約 8 倍の増加と
なっている．また，米国もしくは欧州に拠点を構える農薬企業の数は 1960 年代の 51
社がピークであり，その後の吸収合併や淘汰を経て，2010 年には 6 社にまで減ってし
まった．さらに 2016 年から 2017 年にかけて，これまで Big 6 と呼ばれた大手農薬・
種子関連企業のうち 5 社の吸収合併や買収が相次いだことから，今後も熾烈な競争が続
くと予想される． 
農薬情勢に新しい展望をもたらすには，生物制御科学を構成する個々の研究をより深
め，新しい発想をもって各分野の機能的融合が求められるだろう．生物制御科学におい
て作用機構研究は一大テーマであり，それはターゲットベーススクリーニングに応用さ
れてきた歴史がある．しかし，専ら標的タンパク質への生理活性のみに注目が集まった
ターゲットベーススクリーニングは，結果的に，農薬の創製にほとんど寄与することが
なかった．この還元論的なスクリーニングは決して否定されるものではないが，生物制
御の観点からは，仮説ベースのアプローチであったと認めざるをえない．今後は，どの
ような生理活性ならば生物を制御しうるか，という発想が必要なのではないか．そして，
その点において二次代謝産物は我々に恰好のヒントを与えてくれるはずである． 
1.3 コショウと殺虫性二次代謝産物コショウアミド 
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コショウ（Piper nigrum）はインド南西部マラバル海岸が原産のコショウ科のつる
性植物である（Czarra，2009 竹田訳，2014）．収穫したコショウの果実を乾燥させた
ものが香辛料としてのコショウであり，古くからインドの主要な輸出品であった．コシ
ョウは刺激や独特な香りのみならず，防腐・殺菌効果なども有している．そのため中世
ヨーロッパではコショウは非常に珍重され，‘黒い黄金’ （同 p.72）などとも称され
た．このコショウへの強烈な需要が 1498 年にポルトガルの探検家ヴァスコ・ダ・ガマ
をしてインドのカリカットに到着せしめた（インド航路の開拓）．イネやイモのような
主食ではないにも関わらず，ここまで人類史に影響を与えた植物はコショウの他には例
がないであろう．現在はインドだけでなくベトナム，インドネシア，マレーシア，ブラ
ジルなどの国々でもコショウの栽培が行われている． 
コショウを摂取したときの辛みは，果実に含まれるアルカロイドのピペリン（図 1-4）
によってもたらされる．ピペリンはバニロイド受容型 transient receptor potential チ
ャネル（TRPV1）にアゴニスト作用を示すことによって，辛みを引き起こすとされる
（McNamara, et al., 2005）．この TRPV1 は熱受容の機能を有しており，その活性化
閾値は 43℃とされている（富永，2013a）．したがって，コショウの辛みを感じること
と，熱いと感じることの分子メカニズムは共通している．また，TRPV1 を活性化させ
る代表的な化合物には，トウガラシの辛み成分であるバニロイド系化合物カプサイシン
（図 1-4）がある（Caterina, et al., 1999）．他にも，ショウガに含まれるギンゲロール
やその脱水体のショウガオール（図 1-4）もバニリル基を有し，それぞれ TRPV1 にア
ゴニスト作用を示す（富永，2013b）．コショウ，トウガラシおよびショウガはそれぞ
れ目レベルで分類が異なるにも関わらず，それらが互いに近しい構造の辛み成分を有し
ていることは興味深い． 
 
図 1-4. ピペリン（左），カプサイシン（中央）およびショウガオール（右） 
 
コショウ属植物にはピペリンだけでなく，様々な二次代謝産物が含まれている．Scott
ら（2008）によれば，ピペリン類縁のピペリジン化合物であるピペロレイン B，ピペ
ルシドやピペロングミンといったアミド型のピペリン類縁体，また，ピペリンとは全く
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異なるセスキテルペン系のカリオフィレンやモノテルペン系のリモネンなどが含まれ
ている． 
コショウの二次代謝産物の生理活性研究では辛み成分であるピペリンに着目される
ことが多い．しかし，ピペリン類縁化合物のうち，ピペルシドを始めとするアミド型化
合物（表 1-2）は殺虫活性を有することで知られる（Hatakoshi et al., 1984; Miyakado 
et al., 1979, 1980, 1985; Nair et al., 1986; Park et al. 2002; Perumalsamy et al., 
2010; Scott et al., 2003）．さらに，現在までに商品化には至ってはいないものの，化学
企業を中心に殺虫剤用途を志向した‘コショウアミド’化合物およびその類縁体の特許
がこれまでに複数出願されている（Blade and Cockerill, 1991; Demassey et al., 1996; 
Meng et al., 2013; 松尾・大下，2012）．このことは，コショウアミドの殺虫活性が決
して微弱なものではなく，産業上許容されうるレベルにあることを示唆している． 
 
表 1-2. ピペリンおよびコショウから単離された天然コショウアミドのアズキゾウムシ
に対する殺虫活性（Miyakado et al.,（1985）を改変） 
 
* 局所施用法 
 
殺虫活性におけるコショウアミドの作用機構研究は Hatakoshi ら（1984）が先鞭を
つけた．彼らは，ピペルシドがワモンゴキブリに対してノックダウン活性（速効的に作
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用し，昆虫を仰天させる）を示すこと，ピペルシドがワモンゴキブリ中枢神経において
自発性の反復興奮を引き起こすことを報告した．彼らも比較しているように，ピペルシ
ドが示したこれらの生理活性はピレスロイド系殺虫剤に似る．ピレスロイドは電位依存
性 Na+チャネルを活性化させることにより，昆虫の神経興奮ならびに興奮性の中毒症状
を引き起こす．そのため，コショウアミドは昆虫に対して神経毒として作用していると
考えられている． 
以降，コショウアミドおよびその合成類縁体の研究は，神経系に焦点を当てて行われ
てきた．Ottea ら（1989，1990）は，マウスのシナプトソームを材料に，ピペルシド
の合成類縁体N-アルキルアミドBTG 502の電位依存性Na+チャネルへの作用を調べた．
彼らは，バトラコトキシン（電位依存性 Na+チャネルを活性化させる）によるシナプト
ソームへの 22Na+の取り込みを BTG 502 が阻害すること，さらに，バインディングア
ッセイによって，BTG 502 がバトラコトキシンのシナプトソームへの結合を阻害する
ことを示した． Du ら（2011）は，BTG 502 がチャバネゴキブリ由来の電位依存性
Na+チャネルを阻害することを膜電位固定法によって示した． 
これらの結果などから，コショウアミド系化合物の作用点は電位依存性 Na+チャネル
であることが示唆された．そして，バトラコトキシンやベラトリジン，アコニチンおよ
びグラヤノトキシンといった天然毒と同様に，コショウアミド/ N-アルキルアミドの同
チャネルにおける結合領域は site2 に分類されている（表 1-1）．しかしながら，コショ
ウアミドの殺虫活性に関する研究の多くは化合物が統一されておらず，一貫性があるも
のは少ない． 
加えて，膜電位固定法は，化合物のイオンチャネルへの作用を最も詳細に解析できる
技術であるが，上述の Du らの報告以外に，該手法がコショウアミドに適用された例は
ほとんどない． Du らの研究結果，すなわち BTG 502 の電位依存性 Na+チャネル阻害
活性は，Hatakoshi らが示したピペルシドの興奮性の生理活性（ノックダウン活性およ
び神経の反復興奮）とは様相が大きく異なる．このように，コショウアミドの殺虫活性
は生物制御の観点から非常に興味深いものの，その作用機構は依然として明らかではな
い． 
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1.4 本論文の目的 
二次代謝産物コショウアミドの殺虫活性に着目し，その作用機構を解明するために，
以下に示す 3 つのテーマで研究を行った．本論文はそれら結果をまとめたものである． 
 
1. 昆虫におけるコショウアミド系化合物ピペロバチンの中毒症状 
2. 昆虫の中枢神経におけるピペロバチンの生理活性 
3. 昆虫由来電位依存性 Na+チャネルに対するピペロバチンの作用機構 
 
作用機構研究には in vivo と in vitro 間の生理活性の整合性が重要であるが， コショ
ウアミドの作用機構研究において，それを意識された研究例はほとんどない．そこで，
本研究では天然コショウアミドであるピペロバチン（図 1-5）を材料に，昆虫（個体）
から神経（器官），イオンチャネル（タンパク質）にわたってその生理活性を調べ，作
用機構の解明を試みた． 
まず，ピペロバチンの殺虫試験を行いその中毒症状を観察した．さらに，筋電図を利
用してその中毒症状の客観的評価を行った（第 2 章）．次いで，ピペロバチンがどのタ
ンパク質に作用しているかを推測するために，細胞外記録法を用いて，ピペロバチンの
昆虫中枢神経への作用を調べた（第 3 章）．最後に，二本刺し膜電位固定法によって，
ピペロバチンの該チャネルへの作用機構を精査した（第 4 章）．これらの結果の詳細を
以下に示す． 
 
 
図 1-5. ピペロバチン 
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第 2 章 昆虫におけるコショウアミド系化合物ピペロバチンの中毒症状 
 
2.1 緒論 
ピペロバチンは南米原産のコショウ科植物 Piper piscatorum の根より単離された，
殺魚活性を有するコショウアミドである（McFerren and Eloy Rodriguez, 1998）．
McFerren ら（2002）は，ワモンゴキブリ胚由来の神経培養細胞を材料にピペロバチン
が神経胞内 Ca2+濃度を上昇させること，さらに該作用がテトロドトキシンによって消
失することを示した．これらの結果から，ピペロバチンの作用機構は電位依存性 Na+
チャネルの活性化であると彼らは結論づけた．しかし，該チャネルへの作用解析という
点において彼らの手法は間接的であり，その活性化機構の詳細は全く未知である．また，
彼らの研究には殺虫活性の観点は含まれていない．一方，前章で触れたように，コショ
ウアミドおよびその類縁体の殺虫活性に関する特許が複数出願されており，ピペロバチ
ンの殺虫活性はイギリスのウェルカム財団 （現ウェルカムトラスト）が 1986 年に出
願した特許に記載されている．しかし，該特許ではピペロバチンおよびそれら類縁体の
殺虫活性の有無が記載されているのみである． 
したがって，殺虫活性という観点からピペロバチンの生理活性を俯瞰した場合，本化
合物の殺虫特性は明らかではない．そのため，McFerren らが示したピペロバチンの電
位依存性 Na+チャネルの活性化が昆虫体内で生じているか否か，という点を明らかにし
なければならない． 
神経に作用すると思しき化合物を研究するにあたって，昆虫における中毒症状の観察
は重要な手掛かりとなる．脊椎動物などと比べて昆虫の神経系は非常に単純な構造であ
り，また，解放血管系であることからその神経系は体腔内に存在する．何らかの処理に
よって，体腔に放出された化合物は神経に容易に到達しうる．このような単純な神経構
造および化合物動態における障壁の少なさから，昆虫は処理された化合物の作用機構を
如実に反映した中毒症状を呈する． 
昆虫生理学の分野では体サイズの大きな種が実験に用いられてきた．鱗翅目昆虫では
タバコスズメガ（Manduca sexta）やカイコ（Bombyx mori），直翅目昆虫ではサバク
トビバッタ（Schistocerca gregaria），ゴキブリ目昆虫ではワモンゴキブリ（Periplaneta 
americana）などが代表的な種である．衛生害虫であるワモンゴキブリ成虫は巨大な中
枢神経を有していることから，本種は殺虫性化合物の症状観察や神経生理学的実験に頻
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繁に使用されてきた（Gammon et al., 1984; Hatakoshi et al., 1984; Salgado, 1998; 
Shoop et al., 2014）． 
以上の理由から，ピペロバチンが電位依存性 Na+チャネルに作用しているか否かを検
証するため，本章での実験にはワモンゴキブリを選定し，ピペロバチンが引き起こす中
毒症状を観察した．皮膚や腸などの化合物動態における障壁を排除するために，ピペロ
バチン処理には注射法を用いた．また，中毒速度を可視化するために，ピペロバチンに
よる中毒を筋電図として表した． 
 
2.2 方法 
2.2.1 供試化合物 
ピペロバチンは住友化学株式会社 健康・農業関連事業研究所にて合成された．ピペ
ロバチンは所定の濃度になるようジメチルスルホキシド（DMSO）で溶解した． 
 
2.2.2 供試虫 
本実験では羽化 3 週間から 6 週間後のワモンゴキブリ雄成虫（Periplaneta 
americana，体重約 1g）を用いた．これは住友化学株式会社 健康・農業関連事業研究
所にて殺虫剤に触れさせることなく累代飼育（25℃，16L8D）している系統である．
餌として動物用飼料 CE-2（日本クレア株式会社製）と適当量の水を与えた． 
 
2.2.3 殺虫試験 
注射にはガラスキャピラリー（株式会社ナリシゲ製，直径 1.2 mm）を用いた．ガラ
スキャピラリーは注射の際に血リンパ液が漏れない程度にマイクロピペットプラー
P-971VF（Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA）で細く引き延ばした．所
定濃度になるよう DMSO で希釈したピペロバチンの DMSO 溶液 1 μl をガラスキャピ
ラリーにとり，ワモンゴキブリの腹走神経索近傍の腹部第4節と第5節間から注射した．
コントロールには DMSO 1 μl を注射した．なお，DMSO 3 μl までがワモンゴキブリ雄
成虫にとって無影響量である．注射後はろ紙を敷いた 860 ml 容プラスチックカップに
放し（1 頭/カップ），所定時間後に症状を観察した．ワモンゴキブリの逃亡防止のため，
プラスチックカップ内側壁面上部にはマーガリンを薄く塗布した．殺虫試験は 25℃，
16L8D の実験室にて行った．中毒症状の経時変化観察では，各処理群ワモンゴキブリ
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30 頭を供した．なお，本実験ではコントロール（DMSO 処理）群では観察されないワ
モンゴキブリの姿勢や歩行などの異常行動を総称して中毒症状とした． 
 
2.2.4 筋電図 
ワモンゴキブリを虫ピンによってゴム板上に仰向けに固定し，腹走神経索近傍の腹部
第 4 節と第 5 節間のクチクラの約 1 mm 四方を解剖バサミにて除去した． 
筋電図の記録には電極に 2 本の直径 0.3 mm のステンレスニードル（幅 2.0 mm）を
用いた．固定したワモンゴキブリ後脚基節の下引筋付近のクチクラ下に電極を約 1 mm
刺入した．誘導された電気信号はアンプDP-311（Warner Instruments, LLC., Hamden, 
CT, USA）で増幅した．DP-311 の high pass および low pass はそれぞれ 10 Hz およ
び 1k Hz に設定した．それら信号はデジタイザーDigidata 1440A（Molecular Devices, 
LLC., Sunnyvale, CA, USA）でデジタル化し，pClamp 10.6 software（Molecular 
Devices）で記録した．データのサンプリングは 2000 Hz で行った．筋電図を記録しな
がら DMSO またはピペロバチンの DMSO 溶液 1 μl を，上記の 1 mm 四方の穴からガ
ラスキャピラリーによって注射した．データの解析には pClamp 10.6 software
（Molecular Devices）を用いた．実験は 3 回以上行った． 
 
2.3 結果 
2.3.1 殺虫試験 
本実験では，コントロール（DMSO）のワモンゴキブリは外部刺激（ピンセットで触
れる，試験容器をたたくなど）を与えない限り積極的に活動することはなかった（図
2-1. A）．一方で，1 頭あたり 10 μg のピペロバチンをワモンゴキブリに注射すると，10
分以内に以下に示す 2 段階のフェーズで興奮性の中毒症状が観察された． 
第 1 フェーズ（軽度中毒） 
脚部および触鬚にわずかな震え．外部刺激を与えることなく多動になり，疾走するこ
とがあった．また，脚部の運動失調がみられ，歩行に支障がみられた（図 2-1B）． 
第 2 フェーズ（重度中毒） 
後退や横方向への歩行などの異常歩行．基節から脛節の伸展（図 2-1C）や振戦を伴
う歩行．さらには仰天しても脚を激しくかき，再び定位につくのが困難なこともあった．
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前脚を軸とした円を描くような歩行や，背中を大きく反らせ頭を突っ伏したまま歩行す
ることもあった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-1. ワモンゴキブリ雄成虫における
ピペロバチンの中毒症状 
A：コントロール（DMSO） 
B：ピペロバチン 10 μg 注射 10 分後 
C：同上 
 
 
表 2-1 はピペロバチンによる中毒症状発症数の経時変化をまとめたものである．ピペ
ロバチンを 1 μg 処理された個体群は，10 分以内に 30 頭のうち 23 頭が上述の中毒症状
を呈した．しかし，処理 30 分後にはその中毒症状は消失した．ピペロバチン 10 μg 処
理群では処理 1 分以内に全頭が中毒に至った．しかし，同 30 分後には中毒から回復す
る個体が現れ，同 2 時間後には約半数が，同 4 時間後には全頭が中毒から回復した．な
お，本実験では，ピペロバチンの処理量による中毒症状の違いは認められなかった． 
 
表 2-1. ワモンゴキブリにおけるピペロバチンの中毒症状発症数の経時変化 
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2.3.2 筋電図 
図 2-2 はワモンゴキブリ基節下引筋から得た筋電図である．この実験では，先の殺虫
試験のデータと比較できるように外部刺激は与えず，また，ほぼインタクトな状態でワ
モンゴキブリを供した． 
記録開始後の無処理の状態でも，しばしば筋収縮が生じていた．この実験条件では，
DMSO 1 μl は筋肉の活動に変化を与えなかった．その後，ピペロバチン 1 μg を処理す
ると，筋電図に著しい変化がみられ，巨大な振幅が高頻度で発生するようになった．し
かし，処理約 30 分後以降，巨大な振幅の発生はほぼなくなった． 
 
図 2-2. ピペロバチンのワモンゴキブリ後脚基節下引筋の運動に与える影響（筋電図） 
 
2.4 考察 
既存の殺虫剤のうち，神経系に作用する多くの化合物が昆虫に興奮症状を引き起こす．
その中でも最も速効的な殺虫剤は電位依存性 Na+チャネルを活性化させるピレスロイ
ドである．Gammon ら（1984）はピレスロイドのワモンゴキブリにおける中毒症状を
詳細に観察し，それを「落ち着きがなくなる」，「運動失調」，「多動」，「衰弱」，「麻痺」，
「痙攣」と記述している．また，ピレスロイドはワモンゴキブリ中枢神経を自発的に興
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奮させることが知られている（Nagata and Miyata, 1994）．前章でも触れたように，
Hatakoshi ら（1984）はピペロバチンの類縁体ピペルシドのワモンゴキブリに対する
ノックダウン活性（速効性）と，その中枢神経への自発的興奮作用を調査し，ピレトリ
ンとの類似性を報告している． 
本実験で，ピペロバチンがワモンゴキブリに異常興奮や歩行異常，多動といった症状
を引き起こすことが確認された．それら症状は Gammon らによるピレスロイドの症状
記述を類推させる．加えて，その中毒は注射後秒から分単位で速効的に生じ，また，筋
電図の結果は目視観察の結果と合致した．これらの結果は，ピペロバチンが昆虫の神経
系に作用していることを示唆している．したがって，本実験結果はピペロバチンが電位
依存性 Na+チャネル活性化させるという McFerren らの主張と矛盾しないものである． 
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第 3 章 昆虫の中枢神経におけるピペロバチンの生理活性 
 
3.1 緒論 
殺虫剤の性能において，高い殺虫活性が求められるのは言うまでもないが，作物への
被害や，植物や哺乳類への病原菌媒介の観点から速効性も重要である．さらに，幅広い
害虫種に活性を示すこと，害虫の生育ステージを問わず活性を示すことも求められる性
能である．すでに市販されている殺虫剤の作用機構は多様で，神経系の撹乱だけでなく，
電子伝達系阻害，脂質生合成阻害やエクダイソンミミック，幼若ホルモンミミック，キ
チン合成阻害などがある．しかし，Phillips McDougall（2017）の調べでは 2016 年の
世界の農業用殺虫剤の総売り上げは約 165 億ドルであり，そのうち約 7 割は神経系殺
虫剤によって占められた．それは，神経系殺虫剤の多くが，殺虫剤に求められる要件を
満たすためだと考えられる．そのような背景のため，昆虫の薬理研究では神経生理学的
アプローチが主流となっている． 
出願されている数多くの特許が示しているとおり，殺虫剤のほとんどは昆虫個体を使
用した in vivo スクリーニングによって探索される．殺虫活性を指標としているため，
殺虫剤の創製研究は未知の作用機構から始まることが多い．前章に示した症状観察や本
章で用いる細胞外記録法は古典的な手法ではあるが，未知の作用機構の手がかりを得る
うえで今日でも必須の手法である．昨今，イオンチャネルや受容体研究において，スル
ープットの高い膜電位感受性色素や細胞内 Ca2+イメージングなどの光学系の検出手法
も普及している．しかし，あらゆる組織や器官に適用可能な細胞外記録法は依然として
価値のある技術である．実際に，多くの殺虫剤が症状観察や細胞外記録といった実験を
経て，その作用点が同定されるに至っている（Cordova et al., 2016; Salgado, 1998; 
Shoop et al., 2014）． 
前章の実験にて McFerren らが主張したピペロバチンによる電位依存性 Na+チャネ
ル活性化を示唆する結果を得た．本章ではさらに検証を進めるために，細胞外記録法に
よってピペロバチンの中枢神経への作用を調べた．まずは殺虫試験に近い条件でピペロ
バチンの中枢神経への生理活性を調査した．次いで，神経標本を材料に比較薬理の観点
からピペロバチンの作用を精査した． 
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3.2 方法 
3.2.1 供試化合物 
ピペロバチンは住友化学株式会社 健康・農業関連事業研究所で合成した．イミダク
ロプリド，アレスリンおよびリドカイン塩酸塩は和光純薬工業株式会社より購入した．
ピペロバチン，イミダクロプリドおよびアレスリンは 30 mM になるよう DMSO 溶液
を調製し，使用するまで-30℃の冷凍庫で保管した．実験では，これら DMSO 溶液を生
理食塩水（210.4 mM NaCl，2.9 mM KCl，1.8 mM CaCl2·2H2O，リン酸バッファー
（66.7 mM，pH 7.2））に所定濃度になるように希釈して用いた．リドカイン塩酸塩は
所定濃度になるよう生理食塩水で直接溶解した． 
 
3.2.2 供試虫 
第 2 章と同じワモンゴキブリを用いた． 
 
3.2.3 昆虫個体を用いた細胞外記録法 
解剖鋏によって頭部，翅および脚を除去したワモンゴキブリを，虫ピンによってゴム
板上に仰向けに固定した．腹部クチクラを鋏で切り取り，腹走神経索の第 4 から第 6
神経節を露出させた．神経に付随する気管や脂肪体および腸管と精巣をピンセットで除
去した． 
細胞外記録には 2 本の銀/塩化銀電極（直径 0.2 mm）を用いた．それら電極を第 4
および第 5 神経節間の神経索に当て，組織の乾燥を防ぐために，その周囲を適量の流動
パラフィン 25%（w/w）含有のワセリンで覆った．神経から誘導された電気信号はアン
プ DP-311（Warner Instruments）で増幅した．DP-311 の high pass および low pass
はそれぞれ10 Hzおよび1k Hzに設定した．それら信号はデジタイザーDigidata 1440A
（Molecular Devices）でデジタル化し，pClamp 10.6 software（Molecular Devices）
で記録した．データのサンプリングは 2000 Hz で行った．上述の化合物溶液 10 μl をピ
ペッターに取り，第 5 および第 6 神経節間に滴下処理し，化合物処理前後での自発放電
の変化を記録した．データの解析には pClamp 10.6 software（Molecular Devices）を
用いた．実験は 3 回以上行った． 
 
3.2.4 神経標本を用いた細胞外記録法 
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上記のように解剖したワモンゴキブリから，第 1 神経節から第 6 神経節までの腹走神
経索を鋏とピンセットを用いて摘出した．上述の生理食塩水中で，摘出した神経に付随
する末梢神経や脂肪体を鋏とピンセットを用いて除去した．図 3-1 に示すように，上述
のワセリンを用いてスライドグラス上に 4 つの区画を作り，神経を部位ごとに隔絶した．
スライドガラスに 5°の角度をもたせ，第 5 および第 6 神経節間の軸索のみに生理食塩
水もしくは化合物溶液を重力で潅流処理した．他 3 つの区画には生理食塩水 150 μl を
与えた．図 3-1 に示すように第 1 神経節から第 2 神経節および第 3 神経節から第 5 神
経節のそれぞれの区画に上述の電極をそれぞれ設置し，自発放電を記録した．本実験で
使用したアンプやデジタイザー，データの解析は上記に同じ．各実験 3 回以上行った． 
 
 
図 3-1. 神経標本と薬剤処理の概要 
（A は abdomen を，数字は神経節の番号を示す） 
 
3.3 結果 
3.3.1 昆虫個体を用いた細胞外記録法の結果 
細胞外記録法によって得られた中枢神経の自発放電のトレースを図 3-2 に示す． 
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図 3-2. ワモンゴキブリ中枢神経に対するピペロバチンの作用 
A：生理食塩水（破線矢印）およびピペロバチン（実線矢印）を処理した場合のトレー
ス図（上下のトレースはそれぞれ別の個体からのデータ）．B：A の拡大図．いずれの
スケールも横軸は 10 秒，縦軸は 1 mV を示す． 
 
図 3-2 より，時おり自発放電が発生するなか，生理食塩水を処理しても，ワモンゴキ
ブリ中枢神経に顕著な影響を与えることはなかった（破線矢印）．一方で，30 μM のピ
ペロバチン（実線矢印）を処理すると，数秒以内に自発放電の振幅とその頻度が増加し
た．つまり，ピペロバチンによって神経に興奮が惹起されることがわかった．それは数
十秒持続したが，その後の自発放電はピペロバチン処理前よりもむしろ低下する傾向に
あった． 
 
3.3.2 神経標本を用いた細胞外記録法の結果 
ワモンゴキブリ神経標本の軸索に対して各化合物を処理した場合のトレースを図 3-3
に示す． 
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図 3-3. ワモンゴキブリ腹走神経索の軸索に対する各化合物の作用 
A-C：アレスリン，ピペロバチンおよびイミダクロプリドの作用 
D：神経標本におけるピペロバチンの用量反応性 
E：リドカインによるピペロバチンの阻害作用 
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アレスリンはピレスロイドのひとつであり，電位依存性 Na+チャネルを活性化させる
化合物である．本実験において，30 μM のアレスリンを第 5 および第 6 神経節間の軸
索のみに処理した場合，神経が一過的に興奮することがわかった（図 3-3A）．このこと
から，本実験法によってピレスロイドの生理活性を検出可能であることが示された．一
方，10 μM のピペロバチンを処理した場合，アレスリンと同様に神経を強制的に興奮
させた（同 B）．さらに，その興奮は処理しているあいだ生ずるものではなく，アレス
リンと同様に一過性であることがわかった．同じ方法でイミダクロプリド，すなわちニ
コチン性アセチルコリン受容体アゴニストを処理しても神経の興奮は生じなかった（同
C）．しかし，イミダクロプリドをウォッシュアウトしたのちピペロバチンを処理する
と神経興奮が生じた（同）． 
神経標本におけるピペロバチンによる興奮作用に関して，その用量反応性を調べた
（図 3-3D）．結果，1 μM の濃度から興奮が生じ，3 μM で顕著な興奮に至った．しか
し，3 μM で生じた興奮はやはり一過的なものであり，その直後に 10 μM のピペロバチ
ンを処理しても変化はほとんどみられなかった． 
図 3-3E はピペロバチンの神経興奮作用に対する電位依存性 Na+チャネル阻害剤リド
カインの作用を示したものである．リドカインは神経標本に作用を示さなかったが，リ
ドカイン存在下でピペロバチンを処理すると，ピペロバチンによる興奮はほとんど生じ
なかった．しかし，リドカインをウォッシュアウトしたのち，再びピペロバチンを処理
すると明確な興奮が確認された． 
 
3.4 考察 
昆虫個体を用いた細胞外記録法によって，処理数秒以内にピペロバチンが昆虫の中枢
神経を興奮させることが示された（図 3-2）．この細胞外記録によって得られた結果は，
前章の殺虫試験と筋電図の結果，すなわち興奮性の中毒症状と症状発現速度と合致して
おり，神経興奮作用がピペロバチンの殺虫活性の由来となっていると考えられる．
Lahm ら（2013）はイソキサゾリン系化合物がワモンゴキブリの神経を興奮させるの
に，cercal nerve を介した外部刺激が必要であることを見出した．それを理由に，該化
合物の作用点は電位依存性 Na+チャネルではなく，リガンド作動性の受容体であろうと
推測し，そして，膜電位固定法によって該化合物が GABA 作動性 Cl-チャネルに作用す
ることを実証した．Lahm らの論理展開を借りると，外部刺激が不要なピペロバチンの
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神経興奮作用から察するに，ピペロバチンの作用点はリガンド作動性受容体ではなく，
電位依存性 Na+チャネルである可能性が高いといえる． 
ピペロバチンの作用点をより精査するために，本実験では中枢神経から神経節（シナ
プス）を隔離し，軸索のみに化合物を処理した（図 3-3）．結果，ピペロバチンは中枢
神経に興奮を誘発し（図 3-3B），そして，その興奮閾値は数 μM であることが示された
（図 3-3D）．ワモンゴキブリの体重（約 1g）と前章の殺虫試験の結果を考慮すると，
本実験で得られた現象はアーティファクトではなく，ワモンゴキブリ生体内で生じてい
ると考えて差支えない．よって，これらの実験結果から，ピペロバチンの作用点がアレ
スリンと同じく少なくとも神経軸索に存在するといえる．なお，本実験系においてイミ
ダクロプリドを cercal nerve と連絡する腹部第 6 神経節に処理すれば，神経興奮が生じ
ることを確認している（data not shown）． 
一方，軸索上には電位依存性 K+チャネルが存在し，仮にピペロバチンがこのチャネ
ルを阻害するのであれば，活動電位の下降も阻害され，結果的に膜の興奮が促される可
能性がある．そこで，その可能性を排除するために電位依存性 Na+チャネル阻害型の可
逆性局所麻酔薬リドカインを利用した．結果，ピペロバチンの興奮作用はリドカインに
よって抑制され，リドカインウォッシュアウト後はピペロバチンの興奮作用が認められ
た（図 3-3E）．この結果は，ピペロバチンの作用点が電位依存性 Na+チャネルであるこ
とをより強く支持するものである．よって，前章の結果と合わせて考察すると，ピペロ
バチンが示す殺虫活性は McFerren らが主張した電位依存性 Na+チャネル活性化が本
質であると考えられる． 
ピペロバチンによる神経興奮は一過性であり，さらに高濃度を処理しても反応するこ
とはなかった（図 3-3D）．本実験からではその理由は明らかではないが，過剰に神経が
興奮した結果，各チャネルが不活性化状態に遷移した可能性が考えられた． 
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第 4 章 昆虫由来電位依存性 Na+チャネルに対するピペロバチンの作用機構 
 
4.1 緒論 
Payandeh ら（2011）は，グラム陰性菌 Arcobacter butzleri の電位依存性 Na+チャ
ネルの結晶化に成功し，長らく詳細不明であった本チャネルの立体構造が明るみになっ
た．本チャネルは 2000 以上のアミノ酸残基から成る巨大タンパク質であり，6 回膜貫
通型タンパク質（S1-S6）で構成されるドメインの 4 量体である．S1 から S4 が電位セ
ンサーユニットであり，S5 および S6 がチャネルポアを形成する．S4 はプラスにチャ
ージされており，細胞の膜電位変化に伴い細胞膜内を移動する．その移動に引きずられ
る形で S6 が動き，活性化ゲートの開口を経て，Na+が細胞内に流入する．哺乳類では
現在，電位依存性 Na+チャネルの α サブユニットをコードする 9 種の遺伝子が知られて
おり，局在やゲーティング特性およびテトロドトキシンへの感受性が異なる．α サブユ
ニットのみでもチャネルとして機能するが，β サブユニットと相互作用することによっ
てその機能は調節される．一方，ショウジョウバエでは興味深いことに，para 遺伝子
にコードされるタンパク質のみが α サブユニットの機能を有する（Dong, 2010）．さら
に，構造上 β サブユニットに相当するタンパク質を昆虫は有しておらず，チャネルの機
能調節を司る遺伝子はショウジョウバエから発見された tipE である．この tipE はアフ
リカツメガエル卵母細胞の発現系において，para の発現を促すと言われる（Feng et al., 
1995）． 
1950 年代，Hodgkin と Huxley の膜電位固定法による研究によって，Na+コンダク
タンスの活性化および不活性化という挙動が明るみになった．それから電気生理学的技
術と分子生物学的技術双方の発展に伴い，現在では該チャネルには四つの状態が存在す
るといわれるようになった．すなわち，過分極下における静止状態，脱分極時の活性化
状態，活性化状態の後速やかにイオン透過を妨げる速い不活性化状態および脱分極の延
長に伴って発生する遅い不活性化状態である（図 4-1）． 
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図 4-1. 電位依存性 Na+チャネルの状態遷移 
 
この状態遷移は膜電位によって支配されるため，膜電位の操作なくしてチャネルの開
閉挙動を精査することはできない．加えて，チャネルの挙動は 1/ 1000 秒単位で変化す
る．このようなチャネル挙動の解析に堪えうる実験手法は膜電位固定法のみである． 
膜電位固定法は膜電位を測定しつつ，任意の膜電位になるよう電流を注入するという
フィードバック回路が基本となっている．現在，膜電位固定法のうち第 1 章でも触れた
パッチクランプ法と，二本刺し膜電位固定法がよく利用される．二本刺し膜電位固定法
は古くからある手法であるが，電極を二本有することによって精確な膜電位測定が可能
である．デメリットとしては，電極が二本であるがゆえに比較的大きな細胞でなければ
記録できないことと，リーク電流が発生しやすいことである．現在，この手法には直径
1 mm 程度のアフリカツメガエル卵母細胞の遺伝子発現系を組み合わせることが多く，
細胞が巨大であるがゆえにリーク電流はあまり問題にはならない．該卵母細胞の系はパ
ッチクランプよりも格段にスループットに優れ，また，30 分や 1 時間といった長時間
の記録にも耐えうるのが特長である． 
上述したチャネルの状態遷移はタンパク質の構造変化を伴って生じるため，化合物の
イオンチャネルへの結合親和性はそのチャネルの状態によって異なる．よって，薬理学
研究においても，化合物のチャネルに対する状態依存性を調べるのに膜電位固定法が使
用される．殺虫剤では，上述の para と tipE を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞
を用いた膜電位固定法によってピレスロイドの作用機構研究が行われてきた． 
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第 2 章および第 3 章の結果は電位依存性 Na+チャネルの活性化という McFerren ら
の主張と合致した．しかし，その活性化機構は全くの未知である．本章では，二本刺し
膜電位固定法によってピペロバチンの該チャネルへの作用機構解析を試みた．遺伝子に
はピレスロイドで報告例の多いチャバネゴキブリparaとショウジョウバエ tipEの組み
合わせを用いた． 
 
4.2 方法 
 
4.2.1 供試化合物 
第 2 章に記載したピペロバチンを供した． 
 
4.2.2 遺伝子 
チャバネゴキブリの電位依存性ナトリウムチャネル（BgPARA1）は，住友化学株式
会社保有の殺虫剤感受性系統よりクローニングした．液体窒素を用いてチャバネゴキブ
リ成虫 1 頭を凍結後，乳鉢で破砕し，RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いて
RNA 抽出を行った．抽出された total RNA を鋳型として，ReverTra Ace（東洋紡）お
よびオリゴ dT プライマーを用いて逆転写反応を行い，チャバネゴキブリ由来の total 
cDNA を得た. 得られた total cDNA を鋳型として，既知のチャバネゴキブリの電位依
存性ナトリウムチャネル配列（GenBank: U73584.1）をもとに設計したプライマーセ
ット（5’-ATGTCCGACGACTCGTCCTC-3’，5’-TCAGACGTCGGTGGATCGCG-3’）
を用いた PCR を行い、約 6,000bp の PCR 産物を得た．この PCR 産物のシーケンスを
行い、BgPARA1（GenBank: LC374291）の配列を決定した． 
次に，人工遺伝子合成により BgPARA1 の全長 cDNA 配列を合成し，BamHI および
NotI による制限酵素処理を行った pBluescript II KS+ベクターに導入した．また，同
様に，人工遺伝子合成により既知のキイロショウジョウバエの temperature-induced 
paralysis locus E（Dm tipE , GenBank: U27561.1)の全長 cDNA 配列を合成し，SmaI
による制限酵素処理を行った pBluescript SK+ベクターに導入した． 
作成したそれぞれのベクターに対し，SpeI による制限酵素処理を行い，得られた DNA
断片に対し，mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra（Thermo Fisher Scientific）による
転写反応を行い，BgPARA1 および Dm tipE に由来する cRNA を得た．さらに得られ
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たそれぞれの cRNA に対して polyA 付加反応と MEGAclear Transcription Clean-Up 
Kit（Thermo Fisher Scientific）による精製を行い， 3‘末端に polyA 配列を付加され
た精製 cRNA を得た． 
 
4.2.3 二本刺し膜電位固定法 
ここでは，以下に示す 3 種類の生理食塩水を用いた． 
Standard oocyte saline（SOS）： 
100mM NaCl, 2mM KCl, 1.8mM CaCl2, 1mM MgCl2, 5mM HEPES-NaOH, pH7.6 
Ca2+-free SOS： 
100mM NaCl, 2mM KCl, 1mM MgCl2, 5mM HEPES-NaOH, pH7.6 
Incubation medium： 
50ug/ml gentamycin, 100U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin, 2.5mM sodium 
pyruvate, 4% horse serum in SOS 
Ca2+-free SOS 中でアフリカツメガエル卵巣（清水実験材料株式会社より購入）をピ
ンセットで細断し，Ca2+-free SOS で複数回洗浄した．Ca2+-free SOS を除去後，
Ca2+-free SOS で溶解した 2mg/ml のコラゲナーゼ（type IA; Sigma-Aldrich Co., LLC, 
St. Louis, MO, USA）を 1 ml 加え，卵母細胞を単離した．その後，卵母細胞を SOS
で複数回洗い，SOS 中にて一晩 16℃でインキュベートした． 
cRNA の卵母細胞へのインジェクションには Nanoliter2000（World Precision 
Instruments, Sarasota, FL, USA）を用いた．インジェクションニードルとして，ガラ
スキャピラリー（株式会社ナリシゲ製）をマイクロピペットプラーP-971VF（Sutter 
Instrument Company, Novato, CA, USA）で引くことにより作成した．Bg para およ
び Dm tipE は卵母細胞あたりそれぞれ 1 ng インジェクションした（液量 23 nl/卵母細
胞）．注射後は incubation medium 中で 3 日から 7 日間 16℃でインキュベートした． 
膜電位固定には電極として Ag/ AgCl を，電解質液には 3 M KCl を用いた．電極抵抗
は 0.2-1 MΩ になるようガラスキャピラリー（株式会社ナリシゲ製）を上記プラーで引
いた．容量 550 μl のバスチャンバーに上記卵母細胞を置き，SOS を重力で潅流した．
先の電極二本によって膜電位固定を行った．化合物は DMSO 溶液を所定濃度になるよ
う SOS で希釈し，潅流処理した．得られたシグナルはアンプ Axoclamp 900A amplifier 
（Molecular Devices）で増幅し，デジタイザーDigidata 1440A and pClamp 10.4 
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software（Molecular Devices）にてデジタル化した．データの取得と解析は pClamp 
10.4 software（Molecular Devices）で行った．データのサンプリングは 20 kHz で行
った．全ての数値データは平均値±標準誤差で示してある． 
 
4.3 結果 
4.3.1 チャバネゴキブリ由来電位依存性 Na+チャネルのゲーティング特性 
ピペロバチンの作用を確認する前に，本実験で用いた電位依存性 Na+チャネルのゲー
ティング特性を調べた（図 4-1）． 
始めに活性化曲線（G-V 曲線）を求めた．ここでは，-100 mV で保持した卵母細胞
に 20 ms の脱分極刺激をステップで与え，チャネルから内向き電流を誘発した．その
電流-電位（I-V）曲線から逆転電位（Vrev）を求め，コンダクタンス（G）を G = I/ (V - 
Vrev)の式から算出した．さらに，各実験における最大コンダクタンスを 1 として各コン
ダクタンスを正規化し，電位とともにプロットすることで活性化曲線を得た（図 4-1A）．
各データをボルツマン式でフィッティングし，50%活性化電位と勾配因子を求めたとこ
ろ，それぞれ-34.08 ± 0.79 mV と 3.29 ± 0.17 であった（n = 10）． 
次いで不活性化曲線を求めた．ここでは-100 mV で保持した卵母細胞に，速い不活性
化の誘導には 200 ms のステップパルスを，遅い不活性化には 30 s のステップパルスを
それぞれプレパルスとして与え，続く 20 ms の-10 mV の脱分極刺激をテストパルスと
した．保持電位-100 mV からテストパルスで得たピーク電流を 1 として各電流を正規
化し，その正規化電流と電位をプロットし，不活性化曲線を得た（図 4-1B）．各データ
をボルツマン式でフィッティングし，50%不活性化電位と勾配因子を求めた．結果，速
い不活性化ではそれぞれ-49.58 ± 0.45 mV と 4.04 ± 0.09 であった（n = 13）．遅い不活
性化ではそれぞれ-53.55 ± 0.54 mV and 3.36 ± 0.10 であった（n = 10）． 
図 4-1C は速い不活性化からの回復を示している．ここでは-100 mV で保持した卵母
細胞に，-10 mV の脱分極刺激を 200 ms 卵母細胞に与えることによって速い不活性化
を誘導した．その後，様々な時間（⊿t）の-100 mV の再分極によってチャネルを不活
性化から回復させた．再分極の後に与えた 20ms の-10 mV のテストパルスで誘発され
る内向き電流を不活性化からの回復の指標とした．プレパルスで発生した電流を 1 とし
て，テストパルスで発生した電流を正規化し，⊿t とともにプロットした．その結果，
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本チャネルは 2 ms の再分極で 7 割，10 ms のそれで 9 割以上不活性化から回復するこ
とが確認された（n = 6）． 
図 4-1D は遅い不活性化からの回復を示している．プレパルス時間を 30 s に設定した
以外は速い不活性化からの回復（図 4-1C）と同じプロトコルである．30 s の脱分極は
より強固な不活性化を誘導し，1 s の再分極でもチャネルの 6 割強は不活性化から回復
せず，10 s の再分極で 8 割程度の回復であった（n = 7）． 
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図 4-1. チャバネゴキブリ由来電位依存性 Na+チャネルのゲーティング特性 
A：活性化曲線（n = 10） 
B：速い不活性化曲線（n = 13）と遅い不活性化曲線（n = 10） 
C：速い不活性化からの回復（n = 6） 
D：遅い不活性化からの回復（n = 7） 
グラフ内の各矩形図はそれぞれのプロトコルを示す 
いずれのデータも平均値 ± 標準誤差を示す 
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4.3.2 ピペロバチンの使用依存的電流誘発作用 
ピペロバチンが電位依存性 Na+チャネルに対して状態依存的に作用する可能性が考
えられたため，使用依存性，すなわち活性化状態とピペロバチンの関係を調べることと
した．そのために，本実験では 0 回，1 回もしくは 10 回の 25 Hz トレインパルス（保
持電位-100 mV から 20 ms の-10 mV への脱分極刺激）を卵母細胞に与え，その後，20 
ms の-100 mV の再分極を経て，20 ms のステップパルス（テストパルス）によって内
向き電流を誘導した．図 4-2 は，本プロトコルによって得られた電流トレースと，その
I-V 曲線をまとめたものである． 
始めに，トレインパルス数が 0 回の場合，ステップパルスで生じる電流波形および
I-V曲線ともに，10 μMのピペロバチン処理前後でほとんど変化はなかった（図 4-2A）．
次にトレインパルスを 1 回与えた場合，無処理条件ではチャネルの開口に-45 mV 以上
の脱分極が必要であったが，ピペロバチン処理後では-55 mV と-50 mV の脱分極刺激
によって内向き電流が発生し，-45 mV および-40 mV の脱分極による電流は大きくな
った（図 4-2B）．さらにトレインパルスを 10 回与えると，ピペロバチンが誘発する電
流はより顕著となった（図 4-2C）．しかし，-30 mV 以上の脱分極時には，ピペロバチ
ン処理時の電流の方が無処理よりも若干小さくなった（同図）． 
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図 4-2. ピペロバチンの電依存性 Na+チャネルに対する使用依存的作用 
A：トレインパルス 0 回の場合 
B：同 1 回の場合 
C：同 10 回の場合 
左：無処理の電流トレース．中央：ピペロバチン処理後のトレース． 
右：ピペロバチン処理前後の I-V 曲線 
いずれも同一の卵母細胞から記録している 
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図 4-2 の結果から，ピペロバチンが使用依存的に電位依存性 Na+チャネルに作用して
いることが確認された．また，電流値のみで判断すると，その作用は以下のふたつに分
類された． 
 
①：ピペロバチンは使用依存的に-50 mV 付近の脱分極で電流を誘発する 
②：ピペロバチンは使用依存的に-30 mV 以上の脱分極で電流を小さくする 
 
まずは，①に着目し，ピペロバチン誘発電流が飽和に達するトレインパルス数を求め
ることにした．図 4-1Aおよび図 4-2のデータから，無処理の卵母細胞においては-50 mV
の脱分極がチャネルを活性化させることはなかった．そこで次の実験では，トレインパ
ルス数を 0 回から 300 回まで設け，テストパルスを 20 ms の-50 mV 脱分極刺激に固定
した．先の実験と同様に，トレインパルスとテストパルスの間には 20 ms の-100 mV
の再分極を設けた． 
このテストパルスの下に発生したピペロバチン誘発電流と，トレインパルス数の関係
を図 4-3 に示す．この実験では，トレインパルスを 300 回与えても無処理の卵母細胞で
は-50 mV のテストパルスによって電流が発生することはなかった．一方，ピペロバチ
ンを処理した後では，トレインパルス 0 回条件下では電流は発生しなかった．しかし，
1 回以上のトレインパルスによって内向き電流が発生し，それはトレインパルス数に比
例して大きくなった．各実験で得られたピペロバチン誘発電流をその最大値で正規化し，
トレインパルス数とともにプロットしたものが図 4-3A のグラフである．このグラフか
ら，100 回のトレインパルスで 10 μM のピペロバチン誘発電流が飽和することが確認
された． 
 この結果をもとにピペロバチン誘発電流の用量反応性を調べた．本実験では，トレイ
ンパルス数を 100 回に固定し，上述のプロトコルによってピペロバチン誘発電流を引
き出した．異なる濃度のピペロバチンを連続で潅流し，その中で得られた最大のピペロ
バチン誘発電流で各電流を正規化した（図 4-3B）．Hill の式から算出した本実験条件で
のピペロバチンの 50%効果濃度は 2.20 ± 0.47 μM（n = 4）であった． 
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図 4-3. ピペロバチン誘発電流とトレインパルス数の関係 
A：トレインパルス数とピペロバチン 10 μM が誘発する電流の関係 
グラフ内の挿入図はトレインパルス数 0 回から 30 回までの拡大図 
B：トレインパルス 100 回の場合の，ピペロバチンの用量反応性 
いずれのプロットも 4 卵母細胞の平均値±標準誤差を示す 
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 図 4-3 の結果から，100 回のトレインパルスが 10 μM のピペロバチンの作用を最大
化させることが確認された．そこで，最大の作用を発揮したピペロバチンが，電位依存
性 Na+チャネルの電流と電位の関係にどのような変化をもたらすかを調べるために，ト
レインパルス数を 100 回に設定し，図 4-2 のプロトコルをもとに実験を行った． 
その結果をまとめたものが図 4-4 である．本実験条件において，無処理の卵母細胞は
-45 mV 以上の脱分極から内向き電流を発生させ，-15 mV の脱分極において最大電流
を発した（図 4-4A, B）．一方のピペロバチン 10 μM を処理された卵母細胞は-60 mV
の脱分極から内向き電流を，-30 mV の脱分極によって最大電流を発した．ピペロバチ
ン処理による電流の変化や I-V 曲線のシフトは，トレインパルス数が 0 回から 10 回の
場合（図 4-2）よりも顕著であった．一方，-20 mV 以上の脱分極においては，ピペロ
バチン処理後のほうが電流値は小さくなった． 
図 4-4C は，ピペロバチン処理前後でピーク電流値がほぼ同じであったトレースを重
ねあわせたものである．この図から，ピペロバチン処理後の電流は無処理と比べて，電
流減衰の遅延が示唆された．Monoexponential フィッティングによって，その減衰時
定数を求めた結果，無処理のそれらは 1.68 ms（-35 mV），1.50 ms（-30 mV）及び 0.95 
ms（-25 mV）であり，ピペロバチン処理後のそれらは 4.81 ms（-55 mV），2.56 ms
（-50 mV）及び 1.61 ms（-45 mV）であった． 
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図 4-4. 100 回のトレインパルス後におけるピペロバチンの作用 
A：ピペロバチン（10 μM）処理前後のトレースとその I-V 曲線 
B：同じ電位におけるピペロバチン処理前後の電流比較 
C：ほぼ同じピーク電流値で比較した場合 
いずれのスケールも横軸が 4 ms，縦軸が 1000 nA を表す 
いずれのデータも同一の卵母細胞から取得している 
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 図 4-4A より，ピペロバチンが活性化状態のチャネルに結合し，その電位依存性を変
化させていることが示唆されたことから，図 4-4 と同じプロトコルを用いてピペロバチ
ンによる G-V 曲線の変化を調べた（図 4-5）．その結果，ピペロバチンは G-V 曲線をマ
イナス側にシフトさせ，その 50%活性化電位は無処理の-30.12 ± 1.85 mV から-45.26 ± 
1.91 mV に，勾配因子は 4.17 ± 0.42 から 6.62 ± 0.41 に変化した（n = 6）．いずれの変
化も統計的に有意であった（P < 0.05 by two-sided paired Student’s t-test）．この結果
から，ピペロバチンが電位依存性 Na+チャネルの脱分極に対する感受性を高めていると
いえる． 
 
 
 
図 4-5. 100 回のトレインパルス後におけるピペロバチンの G-V 曲線のシフト 
データは 6 卵母細胞の平均値 ± 標準誤差を示す 
G-V 曲線の算出は図 4-1 に同じ 
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4.3.3 ピペロバチン誘発電流の特性 
 これまでの実験結果をふまえると，ピペロバチンは静止状態のチャネルに対して親和
性が低く，本化合物の作用は膜の過分極によって抑制されることが推測される．その現
象を実証できれば，ピペロバチンが活性化状態のチャネルに親和的である，というこれ
までの推論により説得力を持たせられる．そこで，次の実験では，過分極の時間とピペ
ロバチン誘発電流の関係を調べることとした． 
本実験においても 10 μM のピペロバチンの作用が最大化する 100 回のトレインパル
スを採用した．そして，トレインパルス後には，様々な時間（⊿t）の-100 mV の再分
極を設け，そこから 20 ms の-50 mV に脱分極させることによってピペロバチン誘発電
流を引き出した．最大のピペロバチン誘発電流で各電流を正規化し，再分極時間（⊿t）
とともにプロットした（図 4-6）． 
この実験におけるピペロバチン誘発電流はトレインパルス後の再分極時間が 40 ms
の時に最大値に達した．そして，該再分極時間が長くなるにつれてピペロバチン誘発電
流が減衰することがわかった．本実験では，300 ms の再分極によってピペロバチン誘
発電流は 50%弱にまで，1 秒の再分極によって該電流は 10%程度にまで減衰した． 
 本実験結果より，ピペロバチンの作用は過分極によって消失することが示された．こ
の結果からも，ピペロバチンは静止状態よりも活性化状態のチャネルに対して結合親和
性が高いことが支持される． 
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図 4-6. トレインパルス後の再分極がピペロバチン誘発電流に及ぼす影響 
右上図：ピペロバチン誘発電流のトレース 
グラフ：ピペロバチン誘発電流とトレインパルス後の再分極時間（⊿t）の関係 
データは 5 卵母細胞の平均値 ± 標準誤差を示す 
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さらに，ピペロバチンが活性化状態のチャネルに対して親和的であるのならば，その
作用はチャネルの開口数のみに依存するのではなく，チャネルの開口率，すなわちコン
ダクタンス変化にも依存するはずである． 
その検証のため，ピペロバチン誘発電流とコンダクタンス変化の関係を調査した．本
実験では，図 4-7A 上図に示される二つの脱分極パルス P1 と P2 を用いた．P1 はプレ
パルスとテストパルスを兼ねるもので，本パルスからピペロバチン処理前後の G-V 曲
線を求めた．一方の P2 はピペロバチン誘発電流の検出に使用した． 
図 4-7A 中央は無処理の電流トレースである．ここでは，P2 によって電流が発生する
ことはなかった．図 4-7A 下は 30 μM のピペロバチンを卵母細胞に処理した後のトレー
スである．P1 における電流に無処理と大きな変化はなかったが，P2 下では明らかな内
向き電流が発生した．図 4-7B は P1 における各 I-V 曲線，ならびに，P2 で発生したピ
ペロバチン誘発電流と P1 電位から成る I-V 曲線である．本実験条件では，ピペロバチ
ン誘発電流は+10 mVから+20 mVのP1電位で飽和に達することがわかった．さらに，
P1 における各コンダクタンスを求め，また，ピペロバチン誘発電流をその最大値から
正規化した．それらを P1 電位に対してプロットしたものが図 4-7C である．この図よ
り明らかなように，P1 電位に対する各コンダクタンスとピペロバチン誘発電流は類似
の曲線を描いた．ここで，各曲線をボルツマン式にフィッティングさせることにより各
50%活性化電位を求めたところ，ピペロバチン処理前後の G-V 曲線の 50%活性化電位
はそれぞれ-31.74 ± 2.14 mV，-31.51 ± 2.34 mV であり，ピペロバチン誘発電流のそれ
は-33.65 ± 2.29 mV であった（n = 5）． 
このことから，ピペロバチン誘発電流の発生は，チャネルの開口数だけでなく，開口
率にも依存することが示された．このことから，ピペロバチンはやはり電位依存性 Na+
チャネルの活性化状態に高い親和性を有するといえる． 
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図 4-7. 電依存性 Na+チャネルのコンダクタンス変化とピペロバチン誘発電流の関係 
A：実験プロトコル（上）と無処理の電流トレース（中央）およびピペロバチン処理後
の電流トレース（下） 
B：P1 における I-V 曲線と P2 におけるピペロバチン誘発電流と P1 電位による I-V 曲
線 
C：P1 における G-V 曲線とピペロバチン誘発電流の正規化 I-V 曲線 
データは 5 卵母細胞の平均値 ± 標準誤差を示す 
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 次いで，ピペロバチンの作用特性把握の一環として，作用のカイネティクスと可逆性
について調べた．ここでは-100 mV で保持した卵母細胞に対し，50%活性化電位（図
4-1A）に相当する-35 mV の脱分極刺激を 5 Hz の頻度で与えながらピペロバチンを処
理した（図 4-8）．ピペロバチン処理前の卵母細胞において，本テストパルスによって
発生する電流はほぼ一定で推移した．しかし，10 μM のピペロバチンを処理すると，
ピークに達するのが徐々に速くなり，その振幅も次第に大きくなるよう波形が変化した
（図4-8A）．約5分間ピペロバチンを処理したのち，再び生理食塩水を潅流したところ，
その電流増幅は減衰することがわかった．すなわち，ピペロバチンの作用は可逆的であ
ることが示された．その増幅時定数と減衰時定数を monoexponential フィッティング
によって算出したところ，それぞれ 148.95 ± 40.94 s と 221.33 ± 35.43 s であった（n = 
3）． 
 
 
図 4-8. 電位依存性 Na+チャネルに対するピペロバチンの作用特性 
A：ピペロバチンによる電流増幅作用 
B：ピペロバチンの可逆性（A と同一の卵母細胞より記録） 
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 上記の結果から，ピペロバチンは活性化状態の電位依存性 Na+チャネルに結合し，異
常電流を誘発することが示された．このピペロバチン誘発電流が発生する理由として，
以下の二つが考えられる． 
 
①：ピペロバチンを処理されたチャネルの電位依存性が変化する 
②：ピペロバチンを処理されたチャネルはイオン選択性が低下し，他のカチオン
が透過した結果，電流値が大きくなる 
  
 図 4-4A の結果から，ピペロバチン処理前後の逆転電位の差は数 mV であったことか
ら，顕著なピペロバチン誘発電流を発生させるほど，本化合物がイオン選択性に影響を
及ぼしている可能性は低い．したがって，ピペロバチンはチャネルの電位依存性に変化
を与えていると考えられる．これを実証するには，ピペロバチン誘発電流が Na+フラッ
クスによって構成されていることを示せばよい．そのため，ピペロバチン誘発電流と細
胞外 Na+濃度の関係を調べた．Barish （1983）によれば，アフリカツメガエル卵母細
胞の細胞内Na+濃度は約 6.2 mMとされる．そこで，本実験では通常の生理食塩水（SOS，
100 mM Na+）に加え，10 mM Na+の生理食塩水および Na+-free の生理食塩水を以下
の順序で潅流した． 
1st：100 mM Na+ 生理食塩水 
↓ 
2nd：10 mM Na+ 生理食塩水 
↓ 
3rd：Na+-free 生理食塩水 
↓ 
4th：100 mM Na+ 生理食塩水 
 
 
なお，Na+濃度の現象に伴い減少したカチオンは，同濃度塩化コリンによって補った． 
 
本実験は図 4-9 に示されるよう 100 回のトレインパルスと，-10 mV（無処理）と-50 
mV（ピペロバチン処理）のテストパルスを用いた．両者の間は 20 ms の-100 mV の再
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分極を配置した．まず，無処理の卵母細胞で上記の順序で異なる組成の生理食塩水を潅
流した（図 4-9 左）．細胞外液を 100 mM Na+の生理食塩水から，10 mM Na+の生理食
塩水に変えると電流は顕著に小さくなった．そこからさらに，Na+-free の生理食塩水に
変えると，内向き電流は消失した．そして，100 mM Na+の生理食塩水を再び潅流する
と，最初とほぼ同じ電流を検出することができた． 
次いで，テストパルス-50 mV のプロトコルによって，ピペロバチン誘発電流を記録
し，先と同様の順序で生理食塩水を潅流した（図 4-9 右）．細胞外液を 100 mM Na+の
生理食塩水から 10 mM Na+の生理食塩水を潅流することによって，ピペロバチン誘発
電流は明確に小さくなった．さらにNa+-freeの生理食塩水に変えると電流は消失した．
そこから 100 mM Na+の生理食塩水を再灌流すると，最初のピペロバチン誘発電流とほ
ぼ同じ電流の発生が認められた． 
この結果から，ピペロバチン誘発電流は主に Na+フラックスによって構成されている
ことが示された．したがい，ピペロバチンは電位依存性 Na+チャネルのイオン選択性に
影響を与えているのではなく，脱分極に対する感受性を高めていると考えられる． 
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図 4-9. ピペロバチン誘発電流と細胞外 Na+濃度の関係 
左：無処理条件での細胞外 Na+濃度が内向き電流に与える影響 
右：細胞外 Na+濃度がピペロバチン誘発電流に与える影響 
いずれのスケールも横軸が 1 ms，縦軸が 1000 nA を表す 
（）内の数字は潅流順序を示す 
いずれも同一の卵母細胞からデータを取得している 
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4.3.4 ピペロバチンの不活性化への作用 
 4.3.2 のセクションにて，ピペロバチンの作用を以下の二つに分類した． 
 
①：ピペロバチンは使用依存的に-50mV 付近の脱分極で電流を誘発する 
②：ピペロバチンは使用依存的に-30 mV 以上の脱分極で電流を小さくする 
  
これまでは①のピペロバチンの電流誘発作用に着目し実験を行ってきた．種々の実験
結果から，ピペロバチンは活性化状態の電位依存性 Na+チャネルに結合し，膜電位に対
する感受性を高めること（活性化促進）が示された． 
そこで，②のピペロバチンによる電流抑制について検討した．図 4-2C および図 4-4A
にみられるように，ピペロバチンは電位依存性 Na+チャネルから電流を誘発するものの，
相反するかのように，電流を小さくする作用を有している．化合物処理によってチャネ
ルの電流が小さくなる（イオンコンダクタンスの低下）理由として，以下の 2 点が考え
られる． 
 
ⅰ：チャネルのポアをふさぎ，イオンコンダクタンスを低下させる 
ⅱ：チャネルにアロステリックに作用し，イオンコンダクタンスを低下させる 
 
 ⅰはテトロドトキシンなどのいわゆるチャネルブロッカーであるが，チャネルブロッ
カーがチャネルの活性化を促進する作用を併せ持つとは考えづらい．ⅱの場合，イオン
コンダクタンスの低下には不活性化の関与が疑われる．なぜならば，不活性化はチャネ
ルの活性化の直後に生じる現象であり，チャネル活性化促進という作用を有するピペロ
バチンが，チャネルの不活性化に影響する蓋然性は高いと考えられるからである．それ
を実証するには，チャネルの不活性化進行のカイネティクスに着目する必要がある． 
そこで，まず，脱分極時間延長による不活性化の進行と，それに対するピペロバチン
の作用を調べた．ここでは，-100 mV に保持した卵母細胞に対して，チャネルを不活性
化させるために，プレパルスとして，様々な時間（⊿t）の-10 mV の脱分極パルスを与
えた．その後，10 ms の-100 mV で卵母細胞を再分極させ，20 ms の-10 mV のテスト
パルスを与えることによって不活性化の進行を評価した．テストパルスで発生した電流
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をプレパルスでの電流によって正規化し，その正規化電流と⊿t の関係を示したものが
図 4-10 である． 
 無処理の卵母細胞では⊿t が延長するにつれ，不活性化が進展し，テストパルスで発
生する電流は小さくなった（図 4-10A 左トレース）．ミリ秒単位の脱分極時間では 80%
程度に減少し，8秒の脱分極で約 50%，20秒のそれで約 20%にまで減少した（図 4-10B，
n = 6）．一方，10 μM のピペロバチン処理後でも同様に，⊿t の延長に伴いテストパル
スでの電流は小さくなった．ところが，ピペロバチン処理後における該電流減少過程は，
無処理の場合と様相を異にした（図 4-10A 右トレース）． 脱分極時間 8 秒以内では，
ピペロバチン処理後のほうが早く電流値が減少した（図 4-10B）．しかし，脱分極時間
が 10 秒以上になると，ピペロバチン処理後の電流減少は無処理よりもむしろ抑制され
ていた．  
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図 4-10. 電位依存性 Na+チャネルの不活性化の進行に対するピペロバチンの作用 
A：ピペロバチン処理前後の電流トレース 
B：脱分極時間と不活性化進行の関係 
グラフは 6 卵母細胞の平均値 ± 標準誤差を示す 
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 図 4-10 より，電位依存性 Na+チャネルの不活性化状態への遷移に対して，ピペロバ
チンが二相性の作用を示すことが確認された．そこで次の実験ではその二相性作用を精
査するために，チャネルの不活性化からの回復に主眼をおいた．ここでは，先と同様に
-100 mV に保持した卵母細胞に-10 mV の脱分極パルスを与えることによって不活性化
を誘導した．そして，その脱分極時間は 200 ms，4 s，6 s と 20 s に設定した．このプ
レパルス後は様々な時間（⊿t）の-100 mV の再分極を設け，チャネルを不活性化から
回復させた．その再分極後に設けた 20 ms の-10 mV のテストパルスによって，不活性
化からの回復を調べた．この結果を図 4-11 に示す． 
 脱分極時間が 200 ms の場合（図 4-11A），無処理のチャネルは 2 ms の再分極で約
80%，10 ms のそれによって 95%以上のチャネルが不活性化から回復した（n = 6）．同
じ条件でピペロバチンを卵母細胞に処理すると，チャネルの不活性化からの回復に遅延
がみられた．ピペロバチン処理後は 2 ms の再分極で約 50%，10 ms のそれで約 70%の
回復であった．そして，ピペロバチン処理後のチャネルが無処理のそれと同等まで回復
するのには，500 ms 以上の再分極が必要であった． 
脱分極時間 4 s の場合（図 4-11B），同 200 ms に比べて，無処理のチャネルの不活性
化からの回復は遅くなった（n = 5）．その回復割合は，10 ms の再分極で約 65%，1 s
のそれで約 90%であった．この条件でピペロバチンを処理しても，チャネルの不活性
化からの回復は無処理とほとんど変わらなかった． 
脱分極時間 6 s の実験では（図 4-11C），無処理のチャネルでは 10 ms の再分極によ
って約 65%が，1 s の再分極によって約 85%が不活性化から回復した（n = 5）．一方，
ピペロバチン処理後のチャネルは，再分極時間が 100 ms 以内では無処理のそれと同様
の不活性化からの回復を示した．しかし，それ以上の再分極時間では無処理よりも速く
不活性化から回復した． 
さらに，脱分極の時間を 20 s に設定した実験（図 4-11D）では，不活性化からの回
復はより遅くなり，無処理のチャネルの 50%以上が不活性化から回復するには 1 s 以上
の再分極が必要であった（n = 5）．ところが，その不活性化からの回復はピペロバチン
処理によって明確に変化した．ピペロバチン処理後のチャネルは再分極時間 50 ms か
ら10 sにわたっていずれも無処理よりも速く不活性化から回復することが確認された． 
図 4-10 および図 4-11 の結果から，ピペロバチンは電位依存性 Na+チャネルを活性化
させるだけでなく，不活性化状態への遷移に影響を与えることが示された． 
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図 4-11. 電位依存性 Na+チャネルの不活性化からの回復に対するピペロバチンの作用 
A：脱分極 200 ms 条件における不活性化からの回復（n = 6） 
B：同 4 s 条件における不活性化からの回復（n = 5） 
C：同 6 s 条件における不活性化からの回復（n = 5） 
D：同 20 s 条件における不活性化からの回復（n = 5） 
いずれのデータも平均値 ± 標準誤差を示している 
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4.4 考察 
 本章で示された結果から，ピペロバチンの電位依存性 Na+チャネルへの作用の詳細が
明らかになった．その作用機構の模式図を図 4-12 に示す． 
 
 
図 4-12. ピペロバチンの電位依存性 Na+チャネルに対する作用機構 
C：静止状態 
O：活性化状態 
If：速い不活性化状態 
Is：遅い不活性化状態 
 
ピペロバチンは活性化状態のチャネルに対して状態依存的に結合し，チャネルの膜電
位に対する感受性を高め，通常では開かない脱分極によっても活性化する（ピペロバチ
ン誘発電流）．さらに，ミリ秒単位の脱分極条件下では，ピペロバチンは電位依存性 Na+
チャネルの不活性化を促進し，不活性化状態からの回復を遅延させる．一方，秒単位の
脱分極条件下では，本化合物はチャネルの不活性化を抑制し，さらに不活性化状態から
の回復を速くする．電位依存性 Na+チャネルには二つの不活性化，すなわち，速い不活
性化と遅い不活性化があり，それぞれミリ秒単位，秒単位の脱分極によって発生する
（Karoly et al., 2010; Song et. al., 2006; Vilin and Ruben, 2001）．速い不活性化は脱
分極直後に生じる不活性化であり，その回復にはミリ秒単位の過分極を要する．速い不
活性化とは異なるメカニズムの遅い不活性化はより強固な不活性化状態であり，回復に
は秒単位の過分極が必要である．そして，この一連の実験で使用したチャバネゴキブリ
由来の電位依存性 Na+チャネルも同様のゲーティング特性を有している（図 4-1）．こ
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の脱分極の時間スケールと，ピペロバチンの作用を鑑みると，ピペロバチンは速い不活
性化状態でチャネルを固定させ，遅い不活性化への遷移を抑制していると考えるのが妥
当である．これらのことから，ピペロバチンは活性化状態の電位依存性 Na+チャネルに
結合することによって，チャネルを脱分極した瞬間のコンフォメーションで固定してい
ると考えられる．このピペロバチンの作用を voltage sensing modulator と表すことが
できよう． 
 第 1 章でも触れたように，コショウアミドの作用機構研究の多くに，電位依存性 Na+
チャネルに作用するピレスロイドが参照されてきた．そのため，ピペロバチンとピレス
ロイドの差異について言及する必要がある．ピレスロイドはそのケミカルクラスの中に
おいて，昆虫における中毒症状，神経への作用およびその化学構造によって二つのグル
ープ（TypeⅠおよび TypeⅡ）に分類されている（Gammon et al., 1981; Lawrence and 
Casida, 1982）．この両 Type の作用機構もアフリカツメガエル卵母細胞などを材料に
した膜電位固定法によって調べられており，本系統化合物はチャネルの開口延長と再分
極に伴う tail current を発生させる（Silver et al., 2014; Smith et al., 1998; Tan et al., 
2005）．この tail current は著しい電流であることから，ピレスロイドの活性の強さの
指標として用いられている（Choi and Soderlund, 2005; Narahashi, 2000）．しかし，
両 Type のチャネルに対する状態依存性は異なると考えられており，TypeⅠピレスロイ
ドは不活性化状態と静止状態に，TypeⅡピレスロイドは活性化状態にそれぞれ結合親
和性が高いとされる（Silver et al., 2014）．チャネルの活性化と状態依存性の観点から，
ピペロバチンの作用機構は TypeⅡピレスロイドのそれに類似するようにみえる．しか
し，ピペロバチンを用いたこの一連の実験において，ピレスロイドの特徴である開口延
長と tail current は観察されなかった．ピペロバチンはあくまでチャネルの電位依存性
のみに変化をもたらしていると考えられる．よって，channel opener であるピレスロ
イドとピペロバチンは似て非なる作用機構を有しているといえる． 
過去の多くの研究が，コショウアミドが神経毒として電位依存性 Na+チャネルに作用
していることを示唆し，その中でも McFerren らはピペロバチンが該チャネルを活性化
していると主張した．本研究は，ピペロバチンが昆虫に対して速効的に神経症状を引き
起こすこと，中枢神経の電位依存性 Na+チャネルに作用していること，電位依存性 Na+
チャネルの電位依存性に変化をもたらしていることを示した．これら実験結果はコショ
ウアミドに関する先行研究とは矛盾しない．一方，先述したように，Du ら（2011）は
 52 
 
ピペロバチンの類縁体 BTG 502 の作用機構はチャネル阻害であると報告している．こ
の作用はピペロバチンとは大きく異なり，また，他のコショウアミドの生理活性とも合
い入れない．現状，BTG 502 の昆虫における中毒症状や神経系への作用の詳細が明ら
かではない．また，化学構造の差異によって BTG 502 とコショウアミドの生理活性が
合致しない可能性も考えられる．殺虫活性を指標としたコショウアミドの構造活性相関
は古くから検討されているものの，作用点レベルでの構造活性相関はほとんど知られて
いない．そのため，コショウアミドのファーマコフォアは依然として未知である．この
ように，本研究によってピペロバチンの生理活性は明確にはなったものの，ケミカルク
ラスとしてのコショウアミドに関してはまだ研究の余地が十分残っている． 
 
 
図 4-13. ピペルシド（左），BTG 502（中央）およびピペロバチン（右） 
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第 5 章 要約 
 
コショウ属植物の二次代謝産物のうち，アミド構造を特徴とする化合物群が種々昆虫
に対して殺虫活性を示すことで知られている．また，学術的な報告のみならず，コショ
ウアミド類をリード化合物とした殺虫剤用途の特許も多数出願されている．殺虫試験や
細胞外記録法，ならびにバインディングアッセイなどを駆使した過去の研究から，コシ
ョウアミドの作用点は電位依存性 Na+チャネルであると考えられている．しかしながら，
コショウアミドが該チャネルにどのような作用をもたらすかは明らかになっていない．
さらに，個体からチャネルまで一貫性のある研究がなされた例もほとんどない．そこで，
本研究では天然コショウアミドのひとつピペロバチンの昆虫，神経およびイオンチャネ
ルに対する生理活性を調べ，その作用機構の解明を試みた． 
ピペロバチンは昆虫の電位依存性 Na+チャネルを活性化させると推測されているが
（McFerren ら，2002），その殺虫特性はほとんど明らかになっていない．はじめに，
ワモンゴキブリ雄成虫を用いて，ピペロバチンによる中毒症状観察を行った．ワモンゴ
キブリに 1-10 μg のピペロバチンを腹腔内注射すると，処理 1 分以内にそれらは外部
刺激をあたえなくとも多動になり，脚部および触鬚のわずかな震えを呈した．さらに中
毒が重篤になると，脚部の運動失調，脚部の伸展，異常歩行といった興奮症状が観察さ
れた．続いて，ワモンゴキブリの後脚基節下引筋を筋電図で記録しながら，ピペロバチ
ンを処理したところ，殺虫試験と同様に処理 1 分以内に激しい筋収縮がみられた．これ
らの結果はピペロバチンが昆虫の神経系に作用していることを示唆し，先の報告内容と
矛盾することはなかった． 
次に，細胞外記録法を用いてピペロバチンのワモンゴキブリ中枢神経に対する作用を
調査した．本種雄成虫の腹走神経索を露出させ，その自発放電を記録しながら 30 μM
のピペロバチンを神経索に滴下すると，速やかに神経興奮が引き起こされた．さらに，
ピペロバチンの神経における作用部位を特定するため，ワセリンによって神経節と
connectiveを隔絶した神経標本を作製した．腹部第5および第6神経節間の connective，
すなわち，神経軸索のみにピペロバチンを潅流処理すると，一過性の神経興奮が記録さ
れた．電位依存性 Na+チャネルを活性化させるピレスロイド系殺虫剤アレスリンもピペ
ロバチンと同様の作用を示すことを確認した．さらに，電位依存性 Na+チャネル阻害型
局所麻酔薬リドカインを前処理した神経標本では，ピペロバチンによる神経興奮作用が
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消失した．しかし，リドカインをウォッシュアウトすると，ピペロバチンによる興奮作
用が観察された．これらの実験結果から，McFerren らが主張するように，ピペロバチ
ンが電位依存性 Na+チャネルに作用していることが示された． 
最後に，電位依存性 Na+チャネルとしてチャバネゴキブリの para 遺伝子およびショ
ウジョウバエの tipE 遺伝子を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞を膜電位固定す
ることによって，ピペロバチンの当該チャネルへの作用を精査した．一般的に，チャネ
ル作用薬の多くがチャネルの状態依存的に生理活性を示すことから，ピペロバチンのチ
ャネルに対する状態依存性に着目した．複数回の脱分極トレインパルスを与えたのちの
電流-電位曲線を調べると，ピペロバチン（10 μM）処理後のチャネルでは通常活性化
しない脱分極刺激によって内向き電流を発生させることがわかった．そのピペロバチン
誘発電流は 100 回のトレインパルスによって最大に至り，同トレインパルス後のコン
ダクタンス-電位曲線は約-15 mV シフトした．そして，このピペロバチン誘発電流は再
分極時間が長くなるにつれ減衰すること，チャネルのコンダクタンス変化（開口率）に
も依存して発生すること，さらに該電流は Na+によって構成されていることを明らかに
した．これらのことから，ピペロバチンは活性化状態のチャネルに結合し，チャネルの
膜電位感受性を高めていることが示された． 
一方で，トレインパルス後の-10 mV 付近の脱分極刺激において，ピペロバチン処理
後の電流が処理前と比べて小さくなる結果が得られた．この現象は，ピペロバチンがチ
ャネルの不活性化に作用していると推測し，不活性化進行のカイネティクスと不活性化
からの回復に焦点をあてて実験を行った．脱分極時間と不活性化進行の関連を調べたと
ころ，20 ms から 2 s の脱分極時間ではピペロバチンは不活性化を加速した．しかし 10 
s 以上の脱分極時間では，反対にピペロバチンは不活性化を抑制した．また，200 ms
の脱分極が誘導する不活性化状態からの回復をピペロバチンは遅くした．一方，4 s か
ら 6 s の脱分極が誘導する不活性化状態からの回復に対しては，ピペロバチンは顕著な
作用を示すことはなかった．そして，20 s の脱分極による不活性化状態からの回復をピ
ペロバチンは加速した．電位依存性 Na+チャネルはミリ秒単位の脱分極によって速い不
活性化状態へ，秒から十秒単位の脱分極によって遅い不活性化状態へ遷移する．したが
って，ピペロバチンは活性化したチャネルを速い不活性化状態で固定し，チャネルの遅
い不活性化状態への遷移を抑制しているものと考えられた．以上の結果から，ピペロバ
チンは活性化状態の電位依存性 Na+チャネルに結合し，チャネルを脱分極直後のコンフ
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ォメーションで固定しているものと推測される．その作用はいわば voltage sensing 
modulator と表すことができる． 
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